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III. METODE PENELITIAN 
 
3.1 Tempat dan waktu pelaksanaan  
3.1.1 Tempat pelaksanaan 
     Kegiatan penelitian untuk pembuatan biodiesel dengan 
metode transesterifikasi enzimatik dilakukan di Laboratorium 
Sentral Ilmu Hayati Universitas Brawijaya Malang. Sedangkan 
analisa kuantitatif kandungan Fatty Acid Methyl Ester (FAME) 
dilakukan di Laboratorium Kimia Analisis Instrumentasi Jurusan 
Teknik Kimia Politeknik Negeri Malang. 
3.1.2 Waktu pelaksanaan 
     Penelitian ini dilaksanakan pada bulan februari 2017 hingga 
juli 2017 
3.2 Alat dan bahan 
     Penelitian yang dilakukan untuk transesterifikasi 
menggunakan katalis enzim pada minyak curah dengan variasi 
perbandingan mol alkohol dengan minyak membutuhkan alat 
sebagai berikut: 
3.2.1 Alat 
     Adapun alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi: 
1. Autoclave 
Digunakan untuk sterilisasi alat-alat yang digunakan 
pada proses pembuatan enzim yang menggunakan 
bakteri sebagai penghasilnya dan sterilisasi media 
penumbuh bakteri dan media pembentukan enzim. 





Digunakan sebagai alat penginkubasi bakteri untuk 
peremajaan dan penginkubasi bakteri untuk proses uji 
aktivitas enzim. Merk incubator yang dipakai adalah 
Hera Therm. 
3. Refrigerator 
Digunakan sebagai tempat penyimpanan media, 
enzim dan bakteri inokulum. 
4. Incubator shaker 
Digunakan untuk ekstraksi enzim dan alat untuk 
proses transesterifikasi enzimatik. Merk incubator 
shaker  yang dipakai adalah Tomy Seiko Ltd. / ES315 
5. Sentrifugasi 
Digunakan untuk memisahkan ekstrak enzim kasar 
dari sisa media dan bakteri pada proses ekstraksi 
enzim dimana hasil supernatan yang diambil sebagai 
ekstrak enzim kasarnya. Merk sentrifugasi yg di pakai 
adalah Sigma-Sartorius/3-18 K. 
6. Mikroburet 
Digunakan sebagai alai untuk menentukan aktivitas 
enzim dengan metode titrasi 
7. Statif 
Digunakan sebagai penyangga mikroburet pada titrasi 
uji aktivitas enzim. 
8. Timbangan digital 
Digunakan untuk menimbang bahan pembuatan 
media dan bahan pembuatan biodiesel 
9. Kompor listrik 
Digunakan untuk memanaskan pada proses 
pembuatan media dan pencucian biodiesel 
10. Gelas beaker 
Digunakan sebagai wadah pada proses pembuatan 




Digunakan sebagai wadah pada inkubator shaker 
selama proses ekstraksi enzim dan transesterifikasi  
12. Tabung falcon 
Digunakan sebagai wadah pada pemisahan enzim 
menggunakan sentrifugasi 
13. Spatula 
Digunakan untuk mengambil bahan bahan media 
pada timbangan 
14. Cawan 
Digunakan sebagai wadah pada timbangan 
15. Thermometer 
Digunakan untuk mengukur suhu saat pencucian 
biodiesel 
16. Gelas ukur 
Digunakan untuk mengukur volume minyak curah, 
metanol, dan volume hasil dari biodiesel (metil ester) 
dan gliserol. 
17. Pipet 
Digunakan untuk mengambil metil ester dari hasil 
transesterifikasi sehingga terpisah dari gliserol. 
18. Pengaduk 
Digunakan untuk mengaduk saat pembuatan media 
dan pencucian biodiesel 
19. Bunsen 
Digunakan sebagai alat pencegah kontaminasi saat 
mengambil bakteri dari cawan petri 
20. Ose 







21. PH meter 
Digunakan untuk mengukur Ph pada pembuatan 
media. Merk pH meter yang dipakai adalah Trans 
Instruments Senz pH (Scientific). 
22. Laminer air flow 
Alat ini digunakan sebagai meja kerja steril untuk 
melakukan kegiatan inokulasi dan pemindahan media 
yang berisi sel ke dalam sentrifuge tube. 
23. Vortex Mixer 
Digunakan untuk menghomogenkan larutan. 
24. Spuit dan jarum suntik no. 27 g 
Alat ini berfungsi untuk mencetak Immobilized 
Pseudomonas fluorescens 
25. Botol sampel 
Alat ini digunakan sebagai wadah untuk hasil 
biodiesel (metil ester) dan gliserol yang diambil dari 
hasil proses transesterifikasi enzimatis. 
3.2.2 Bahan 
     Bahan yang digunakan selama proses penelitian diantaranya 
adalah: 
1. Bakteri Pseudomonas fluorescens 
Digunakan sebagai bahan utama penghasil enzim 
dengan membiakannya dan di berikan minyak zaitun 
sebagai induser 
2. Media penumbuh bakteri Luria Bertani Broth 
Digunakan untuk peremajaan dan memperbanyak 
jumlah dari Pseudomonas fluorescens yang 







Digunakan sebagai pelarut media, pengenceran 
NaOH dan Buffer fosfat, serta digunakan pada 
pencucian biodiesel 
4. Alcohol 70% 
Digunakan untuk sterilisasi dan desinfektan area 
kerja, peralatan dan tangan saat pengerjaan yang 
menggunakan bakteri 
5. Kapas 
Digunakan saat diperlukan penutup pada wadah 
glassware elenmeyer 
6. Alumunium foil 
Digunakan sebagai penutup terluar glassware saat 
dilakukan sterilisasi menggunakan autoclave 
7. Kertas wrap 
Digunakan untuk menutup wadah-wadah yang 
diperlukan untuk kedap udara agar tidak terjadi 
kebocoran.  
8. Kertas label 
Digunakan untuk melabeli wadah yang berisi berbagai 
sampel untuk mempermudah pengerjaan dan 
membedakannya 
9. Minyak zaitun 
Digunakan sebagai induser saat proses ekstraksi 
enzim. 
10. Buffer fosfat Ph7 
Digunakan untuk mengkondisikan ph 7 pada 
pembuatan media dan pengujian aktivitas enzim. 
11. Phenolptalein (PP) 
Digunakan sebagai indikator pada uji aktivitas enzim 






Digunakan sebagai inaktivasi enzim dan proses 
hidrolisis pada uji aktivitas enzim. 
13. NaOH 
Digunakan sebagai pentitrasi pada uji aktivitas enzim. 
14. Minyak Curah 
Digunakan sebagai bahan dasar penelitian ini untuk 
pembuatan biodiesel 
15. Methanol 
Digunakan sebagai bahan penginaktivasi enzim dan 
transesterifikasi 
16. N-heksana 
Digunakan sebagai pelarut pada proses 
transesterifikasi dan mengurangi nilai toxic methanol 
terhadap enzim. 
17. Nutrient Agar 
Digunakan sebagai media bakteri Pseudomonas 
fluorescens 
18. Nacl 
Digunakan untuk mencuci bakteri yang akan di 
Immobilized 
19. CaCl2 
Digunakan untuk pembentukan dan pengerasan dari 
na-alginat dan sel Pseudomonas fluorescens yang 
tercetak 
20. Sodium Alginat 
Digunkan sebagai pembungkus bakteri Pseudomonas 
fluorescens 
21. Pepton 
Digunakan sebagai media penyimpanan bakteri 




3.3 Metode penelitian 
     Metode penelitian yang dilakukan dalam penelitian ini 
menggunakan metode eksperimental di laboratorium. Penelitian 
ini melihat pengaruh perbandingan mol antara alkohol dengan 
minyak terhadap hasil FAME, densitas, viskositas dan rendemen 
hasil biodiesel dengan metode transesterifikasi enzimatik dari 
minyak curah menggunakan ekstrak enzim kasar yang berasal 
dari bakteri Pseudomonas fluorescens. Variasi perbandingan 
metanol yang digunakan adalah 1:4, 1:5 dan 1:6.  
3.4 Pelaksanaan penelitian 
3.4.1 Uji FFA minyak 
     Pada pengujian kandungan FFA minyak vacuum frying, hal 
pertama yang dilakukan yaitu sampel minyak diaduk terlebih 
dahulu dan ditimbang sebanyak 5 gram. Sampel dimasukkan 
kedalam erlenmeyer, lalu dimasukkan 50 ml campuran n-heksan 
: etanol = 1:4 ke dalam erlenmeyer 250 ml dan ditambahkan 3 
tetes indikator PP. Selanjutnya, larutan titrasi dipanaskan dengan 
hot plate hingga homogen. Setelah larutan titrasi homogen, 
larutan tersebut dititrasi dengan larutan KOH 0.1 N hingga larutan 
titrasi berubah warna menjadi ungu muda. Setelah titrasi selesai, 
dicatat volume larutan KOH yang digunakan dan dilakukan 
perhitungan kadar FFA dengan rumus sebagai berikut : (Jeong, 
G. T., & Park, D. H. 2009) 
𝐹𝑟𝑒𝑒 𝐹𝑎𝑡𝑡𝑦 𝐴𝑐𝑖𝑑 % =  
𝑉 𝑥 𝑁 𝑥 𝑀𝑟 𝐴𝑠𝑎𝑚 𝑝𝑎𝑙𝑚𝑖𝑡𝑎𝑡 𝑥 100%
𝑔 𝑚𝑖𝑛𝑦𝑎𝑘 𝑥 1000
 
3.4.2 Pembiakan bakteri pada media penumbuh 
     Pembiakan bateri di media penumbuh dimulai dengan 
pembuatan media dengan Luria Bertani broth lalu di sterilisasi 
autoclave dengan suhu 121 selama 15 menit. Kemudian untuk 
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pembiakan bakteri dengan menambahkan 1 ose bakteri 
Pseudomonas fluorescens pada 50ml Luria Bertani broth 
kemudian di masukan ke dalam inkubator selama 24 jam. Hal 
tersebut bertujuan untuk peremajaan bakteri atau menyamakan 
umur saat penggunaan pada ekstraksi enzim. 
3.4.3 Proses penumbuhan bakteri 
     Inokulum bakteri yang telah melewati proses peremajaan 
akan di masukan ke dalam media penumbuh 100 ml sebanyak 
10%. Selanjutnya media produksi yang telah berisi bakteri di 
masukan ke dalam mesin inkubator shaker selama 22 jam pada 
200rpm, 300C. Hasil penumbuhan bakteri kemudian 
disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit pada 
4OC. Pelet hasil sentrifugasi digunakan sebagai sumber bakteri 
yang akan di Immobilized. 
3.4.4 Pembuatan immobilized Pseudomonas Fluorescens 
     Na-alginat dengan konsentrasi 4% w/v dimasukkan ke dalam 
labu ukur 50 ml dan ditambahkan aquades hingga tanda batas, 
kemudian homogenkan. Selajutnya sel dicampurkan dengan na-
alginat lalu diaduk dengan vortex mixer sehingga didapatkan 
suspensi yang homogen. Kemudian suspensi diektruksi 
pertetesnya dengan menggunakan alat suntik 20 ml dan jarum 
suntik dengan nozzle nomor 27 ke dalam larutan CaCl2 dingin 
2,5% w/v,  lalu dibiarkan mengeras selama 30 menit dalam 
larutan CaCl2. Setelah itu, butiran-butiran Immobilized disaring 
dan di cuci dengan aquades steril, dan disimpan dalam larutan 
pepton 0,1% w/v pada suhu 40C. 
3.4.5 Proses transesterifikasi enzimatik 
     Proses transesterifikasi dilakukan dengan metode batch dan 
alat inkubator shaker sebagai penghasil pengocokan dan suhu 
pada proses. Pertama dilakukan pengukuran volume minyak 
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sebanyak 50 ml lalu dilakukan penimbangan massa. Setelah itu 
ditambahkan metanol dengan perbandingan rasio molar sesuai 
penelitian yang dilakukan yaitu 1:4, 1:5 dan 1:6 hasil perhitungan 
ada pada lampiran 1, kemudian 5 ml N-heksana, dan 50% 
Immobilized kedalam elenmeyer 250 ml. setelah itu dilakukan 
proses transesterifikasi pada inkubator shaker dengan kecepatan 
pengocokan 200 rpm, suhu 40oC selama 48 jam. Setelah proses 
selesai sampel di saring untuk mengambil Immobilized 
Pseudomonas fluorescens. Kemudian sampel yang telah disaring 
didiamkan selama 24 jam yang bertujuan untuk memisahkan 
hasil biodiesel dengan gliserol. Setelah terpisah sampel bagian 
atas di ambil dengan pipet untuk dipisahkan dengan lapisan 
bawah yang berupa gliserol. 
3.4.6 Pencucian hasil biodiesel 
     Proses pencucian ini berfungsi untuk menghilangkan sisa-sisa 
gliserol, metanol, katalis enzim, dan bahan lain yang mungkin 
masih terkandung di dalam metil ester hasil sentrifugasi. Proses 
ini dilakukan dengan penambahan aquades yang telah dipanasi 
hingga suhu 60 OC. Perbandingan antara aquades dengan metil 
ester adalah 1:1. Dengan penambahan aquades maka akan 
terbentuk dua lapisan. Dimana lapisan atas adalah metil ester 
dan lapisan bawah adalah aquades. Selanjutnya metil ester 
diambil dengan pipet untuk selanjutnya dilakukan proses 
pengeringan. 
3.4.7 Pengeringan 
     Prinsip proses pengeringan pada tahap ini adalah 
pengurangan kadar air yang terkandung dalam bahan dengan 
pemanasan. Kadar air diturunkan semaksimal mungkin, 
dikarenakan kandungan air yang terkandung secara berlebih 
pada bahan dapat menimbulkan masalah pada mesin kendaraan 
yang menggunakan biodiesel tersebut. Pengeringan ini dilakukan 
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dengan menggunakan Hot Plate dengan suhu yang dipakai saat 
proses adalah 100OC. Sehingga dengan proses pengeringan ini, 
diharapkan kadar air dapat diturunkan sampai batas tertentu dan 
didapat biodiesel dengan kemurnian tinggi.  
3.5 Pengamatan dan analisa data 
3.5.1 Parameter penelitian 
1. Viskositas 
Viskositas adalah suatu nilai yang meyatakan 
besarnya hambatan dari suatu bahan cair untuk 
mengalir atau ukuran dari besarnya tahanan geser 
dari cairan. Biasanya dinyatakan dalam waktu yang 
diperlukan untuk mengalir pada jarak tertentu. Alat 
yang digunakan pada pengujian ini adalah Automatic 
Viscosity Kinematic ASTMD 7279. Pengujian 
viskositas dilakukan setelah didapatkan biodiesel 
yang murni. Adapun prosedur pengujian nilai 
viskositas dapat dilihat pada Lampiran 2 
2. Densitas 
Densitas minyak adalah massa minyak per satuan 
volum pada suhu tertentu. Karakteristik ini berkaitan 
dengan nilai kalor dan daya yang dihasilkan oleh 
mesin diesel persatuan volume bahan bakar. Alat 
yang digunakan untuk uji densitas pada penelitian ini 
adalah Automatic Density Meter KEM ASTMD 1298-
99 RO5. Pengujian densitas dilakukan setelah 
didapatkan biodiesel yang murni. Adapun prosedur 
pengujian nilai densitas dapat dilihat pada Lampiran 
3. 
3. Analisa persentase FAME 
Identifikasi senyawa metil ester (biodiesel) 
menggunakan GC-MS. Analisa FAME dilakukan 
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setelah pemurnian dan didapatkan biodiesel yang 
murni. Jika kandungan metil ester pada senyawa 
biodiesel tinggi, maka konversi trigliserida dalam 
minyak menjadi biodiesel juga tinggi. Sehingga 
semakin besar kandungan metil ester maka 
kemurnian biodiesel juga semakin besar. Adapun 
prosedur pengujian nilai titik tuang dapat dilihat di 
Lampiran 4. 

























Di inkubasi selama 
22 jam, 200 rpm 
dan suhu 30oC
Di sentrifugasi pada 
10.000 rpm selama 
10 menit, pada 
suhu 4oC 
Pelet di ambil 
sebagai bakteri 




Diektruksi dengan Alat 
suntik dan jarum suntik 
nozzle nomor 27 ke dalam 
larutan 2,5% (w/v) CaCl2 
dingin
Disimpan di larutan 






Di sentrifugasi pada 
10.000 rpm selama 





Disaring dan dicuci 
dengan aquades 
steril




Analisis FFA dan 
kadar air
Transesterifikasi enzimatik pada 
inkubator shaker dengan kecepatan 
200 rpm, suhu 40oC selama 48 jam.
Pemisahan lapisan crude 







Pengeringan dengan hot plate 
Stirrer 
105oC selama 15 menit
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10% (v/v), Metanol 




Gambar 3.3 Proses Transesterifikasi Enzimatik 
